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1. 序論	 
	 糖尿病は血液中のグルコース濃度を表す血糖値が高い状態を指す病態である。膵臓に点
在する膵島は内分泌ホルモンを放出するα細胞やβ細胞などから構成されている。血糖値は
主にα細胞から分泌される血糖上昇作用をもつグルカゴンとβ細胞から分泌される血糖降下
作用をもつインスリンの働きによって調節されている。空腹時における血糖値は約100mg/dL
であり、食事により血糖値が上昇した際、この高血糖による刺激によりβ細胞からインスリ
ンが分泌される。分泌されたインスリンは血流により全身を循環し、様々な細胞のインスリ
ン受容体に作用して糖の取り込みや消費を促進させる。この結果、上昇した血糖値が約
100mg/dLにまで調節される。一方、空腹により血糖値が下降した場合は低血糖刺激によりα
細胞からグルカゴンが分泌される。グルカゴンは主に肝臓に作用して糖の生成を促進させる
一方、β細胞にも作用してインスリンの生成を抑制し、血糖の上昇をもたらし、先ほどと同
様に血糖値が約100mg/dLにまで調節される。これらの作用により体内の血糖値は常に一定の
範囲内に保たれる。	 
糖尿病の症状は、高血糖とそれに続く合併症に大別される。高血糖状態が長期にわたって
放置されると、合併症になり諸臓器の機能不全を来す。主な合併症として、心筋梗塞や脳梗
塞、腎不全などがあり、特に糖尿病性神経障害、糖尿病性腎症、糖尿病性網膜症は糖尿病三
大合併症として有名である。重症になると、失明や下肢壊疽などに至る場合もあり、血糖値
のコントロールが不可欠である。糖尿病には 2 つの型があり、そのうちの 1 つであるⅠ型糖
尿病はインスリンを分泌する β 細胞が破壊されたために起こり、臨床的治療として膵島移植
などが行われている。しかしながら、ドナーが絶対的に不足していることが大きな問題とな
っている。そこで、解決策の 1 つとして人為的に膵島を再構成する方法の開発が求められて
いる。これまでに様々な三次元培養法で膵島様組織である膵β細胞スフェロイドを適切な大
きさで、かつ大量に創出するといった両者を満たす方法は開発されていない。また、スフェ
ロイド構造が巨大化すると内部の細胞にまで酸素や栄養分が十分に供給されにくくなるため
ネクローシスを起こしてしまう（Takagi ら,	 2007）。そのため適切な大きさの膵島は 100～250
μm とされている（Lehmann ら、2007）。そこで、本研究では模擬微小重力発生装置（クリ
ノスタット）に、β細胞のモデルとして用いることができるマウス膵β細胞株（MIN6 細胞株）
を用いて三次元培養することにより、膵β細胞スフェロイドの大量創出を試みた。	 
	 
2．実験材料と方法	 
三菱重工業株式会社(MHI)製小型クリノスタットを用いて膵β細胞の培養を行った（図	 左
上）。クリノスタットの運転条件は、平均重力レベルを 1x10⁻²G 以下とした。1 周期の回転時
間は 10 分、回転数は内側軸では 17 回転/周期、外側軸では 15 回転/周期とした。運転中の X
軸、Y 軸および Z 軸の平均重力(G)値はそれぞれ、-0.000G、-0.001G および-0.000G となった。
クリノスタットによる三次元培養には生理的グルコ─ス濃度(10～200mg/dl)に依存してイン
スリンを分泌する能力をもつ MIN6（Mouse	 Insulinoma）細胞株を用いた（Miyazakiら、1990）。 
	 
3．結果	 
MIN6細胞株を4日間、6x106/mLの細胞密度でクリノスタットによる培養を行なったところ、
100～250μmの膵β細胞スフェロイドを1000個以上創出可能な条件が見出された（図	 右上）。
作製した膵β細胞スフェロイドをHE染色により膵島類似構造体であった。免疫染色によりイ
ンスリンやC-ペプチドの共発現が確認された。更にβ細胞関連遺伝子であるインスリン2、
SETD1A,	 glucokinase,	 Kir6.2の発現解析により膵β細胞スフェロイドは静置培養したMIN6
細胞株と比べて多く発現していた。グルコース応答能について確認したところ、グルコース
濃度の増加に伴いインスリンの分泌量も多くなった。またトルブタミド刺激においては膵β
細胞スフェロイドの方が静置培養したMIN6細胞株よりも多くインスリンを分泌していた。電
子顕微鏡解析によりギャップジャンクション様の構造が認められた。これらの結果から、作
製した膵β細胞スフェロイドは静置培養したMIN6細胞株よりも機能的であることが示唆され
た。	 
次に、200～250μmの大きさである膵β細胞スフェロイド25個をストレプトゾトシン投与に
よる糖尿病モデルマウスの門脈内へ移植したところ（図	 左下）、移植後28日間にわたり大
幅な血糖降下作用が認められ（図	 右下）、かつ体重の回復が認められた。しかしながら、
膵β細胞スフェロイド25個をトリプシン処理により個々の細胞にまで分離した同細胞数の
MIN6細胞株を移植したところ、血糖効果作用や体重の回復はまったく見られなかった。また、
膵β細胞スフェロイドを移植したマウスにおいて糖負荷試験を行なったところ、同週齡の野
生型マウスと比べて元の血糖値にまで速く回復した。さらに、HE染色により肝臓への生着が
確認された。	 
	 
4.考察	 
臓器は三次元構造体を形成しており、これは二次元構造と比較して細胞密度が大きくなる
だけでなく細胞間相互作用が強くなるため、環境の変化に応じて迅速に応答することができ
ると考えられている（Calabreseら, 2003）。この理由によりβ細胞が球状のスフェロイド構造
を形成すると、β細胞単独の場合と比較して、血糖値が上昇する変化に対して即座にインス
リンを分泌するだけでなくインスリン分泌量も多くなったものと考えられる(Leeら、2013)。
現在、iPS細胞など様々な細胞からβ細胞を創りだす研究が盛んに行われている。Ⅰ型糖尿病
患者を治療するために必要な膵β細胞スフェロイドは、このβ細胞と本研究で用いたクリノ
スタットによる三次元培養法を組み合わせることで供給が可能になるといえる。	 
本研究において、これまで困難であった機能的で適切な大きさの膵β細胞スフェロイドを
大量創出することが、クリノスタットを用いた三次元培養法により可能となった。	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 図	 クリノスタットによる三次元培養により創出された膵β細胞スフェロイドによる血糖降
下作用	 
